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ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakterisasi bakteri asal rizosfer tanaman 

mimba. Jenis penelitian ini merupakan penelitian Deskriptif untuk mengetahui 

penambatan nitrogen bakteri yang diisolasi dari  rizosfer tanaman Mimba (Azadirachta 

indica A. Juss). Penelitian ini dimulai dengan mengisolasi sampel, purifikasi, penentuan 

bakteri penambat nitrogen, karakterisasi isolat bakteri,  dan pengujian hormon AIA 

dengan menggunakan metode spektrofotometri. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

terdapat lima isolat bakteri penambat nitrogen yang berhasil diisolasi ditumbuhkan pada 

medium NfB (Nitrogen Free Bromthymol Blue). Isolat Azospirillum, Azotobacter dan 

Actinomycetes yang diperoleh kemudian dikarakterisasi secara morfologi menunjukkan 

perbedaan warna koloni yaitu warna putih bening, putih kekuningan dan putih susu. Jenis 

bakteri yang didapatkan didominai bakteri gram negatif dan satu isolate bakteri gram 

positif. Karakterisasi biokimia menunjukkan adanya perbedaan penggunaan citrat dan 

motilitas. Pengujian hormon AIA telah didapatkan yang memiliki kemampuan tertinggi 

yaitu 15.15, 15.11, 14,64, 14.42 dan 14.01 ppm oleh isolat dengan kode RMB7, RMB4, 

RMB1, RMA1 dan RMA2.  

 

Kata Kunci : bakteri penambat nitrogen, rizosfer, hormon AIA 

 

ABSTRACK 

This study aims to determine the characterization of bacteria from neem plant rhizosphere. 

This type of research is descriptive research to determine the nitrogen fixation of bacteria 

isolated from the rhizosphere of neem (Azadirachta indica A. Juss) plants. This research 

was started by isolating the sample, purification, determination of nitrogen-fixing bacteria, 

characterization of bacterial isolates, and testing of AIA hormone using 

spectrophotometric methods. The results showed that there were five isolates of nitrogen 

fixing bacteria that were successfully isolated grown on NfB (Nitrogen Free Bromthymol 

Blue) medium. The isolates of Azospirillum, Azotobacter and Actinomycetes obtained were 

then characterized morphologically showing differences in colony color, namely clear 

white, yellowish white and milky white. The type of bacteria obtained was dominated by 
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gram-negative bacteria and one isolate of gram-positive bacteria. Biochemical 

characterization showed differences in the use of citrate and motility. AIA hormone testing 

has been obtained which has the highest ability, namely 15.15, 15.11, 14.64, 14.42 and 

14.01 ppm by isolates with codes RMB7, RMB4, RMB1, RMA1 and RMA2. 

Keywords: nitrogen fixing bacteria, rhizosphere, AIA hormone 

PENDAHULUAN 

Pemerintah Indonesia telah melakukan berbagai upaya untuk dapat menyediakan 

pangan yang cukup bagi masyarakat salah satunya berupa penambahan luas tanam. 

Penambahan luas tanam pertanian dapat dilakukan terhadap wilayah yang sebelumnya 

belum dimanfaatkan. Sasarannya adalah lahan hutan, lahan kering dan bentuk-bentuk lahan 

marginal (terpinggirkan) lainnya. Saat ini lahan kering menjadi tumpuan besar pemerintah 

Indonesia untuk meningkatkan produksi padi nasional. Lahan kering adalah wilayah atau 

lahan yang tidak pernah tergenangi atau digenangi air pada sebagian besar waktu dalam 

setahun. Tanaman yang hidup pada lahan kering seringkali mendapat berbagai tekanan 

diantaranya cekaman ke keringan berat, keterbatasan kandungan nutrisi dalam tanah 

diantaranya unsur N, P, K, pH  tanah dan  kandungan  bahan  organik rendah 

(Mulyaningsih et al. 2015). Faktor tersebut menyebabkan lahan kering selama ini tidak 

bisa dimanfaatkan secara optimal untuk lahan pertanian. 

Tanaman Mimba (Azadirachta indica A. Juss) merupakan salah satu tanaman yang 

dapat tumbuh dengan baik di lahan yang tandus dan kering. Tanaman mimba dapat tumbuh 

hingga ketinggian 30 meter dengan diameter batang 2-5 meter. Rizosfer tanaman mimba 

ditempati oleh banyak mikroorganisme, salah satunya adalah bakteri yang memiliki 

kemampuan menambat nitrogen. (Sukrasno dan Tim Lentera, 2003). Bakteri penambat 

nitrogen yang tidak berasosiasi dengan perakaran tanaman mimba diharapkan memiliki 

kemampuan beradaptasi dengan cekaman kekeringan. 

Bakteri penambat N2 mempunyai enzim penambat nitrogen yang dikenal dengan 

nitrogenase yang bekerja mengkatalisis reaksi perubahan N2 menjadi amonium (NH4
+
) dan 

nitrat (NO3
-
) yaitu bentuk-bentuk nitrogen anorganik yang dapat diserap oleh tanaman. 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Hala dan Ali (2019) menunjukan bahwa 

bakteri Azotobacter sp dan Azospirillum sp yang diisolasi dari rizosfer tanaman Mimba 

merupakan bakteri penambat nitrogen karena dapat tumbuh pada medium yang selektif. 

Bakteri penambat nitrogen dapat dimanfaatkan sebagai inokulum dalam pembuatan pupuk 

hayati. 

Pupuk hayati adalah pupuk yang mengandung mikroba hidup yang dapat 

meningkatkan kandungan unsur hara pada tanah dan membantu pertumbuhan tanaman. 

Pupuk hayati ini diharapkan bisa diaplikasikan untuk membantu meningkatkan kesuburan 

tanah dan pertumbuhan tanaman pada lahan kering (Saraswati et al., 2015). Tanaman 

selain membutuhkan nitrogen juga membutuhkan hormon untuk pertumbuhannya. Salah 

satu hormon yang dibutuhkan oleh tumbuhan yaitu Auksin. Hormon auksin pada tumbuhan 

berfungsi untuk pertumbuhan dan perkembangan seperti pengembangan sel dan 

pemanjangan akar (A’ini 2013). Bakteri penambat nitrogen yang diisolasi dari tanaman 

mimba dan memiliki kemampuan penambatan nitrogen yang baik dan dapat menghasilkan 

hormon auksin diharapkan dapat menjadi inokulum pupuk hayati yang efektif untuk 

diaplikasikan pada lahan kering.  
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METODE 

Penelitian ini merupakan penelitian Deskriptif untuk mengetahui karakteristik bakteri 

penambat nitrogen yang diisolasi dari  rizosfer tanaman Mimba (Azadirachta indica A. 

Juss). Pengambilan sampel dilakukan pada bulan Juni 2021. Sampel diambil secara 

incidental sampling disekitar wilayah Universitas Hindu Indonesia (UNHi), Denpasar, 

Bali. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-Desember 2021 yang bertempat di 

Laboratorium Biologi Jurusan Biologi FMIPA UNM.  

Alat yang digunakan antara lain inkubator, mikroskop, autoklaf, hot plate, cawan 

petri, pH meter, Laminar Air Flow, shaker dan spektrofotometer. Bahan yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah gram colour strain set, medium NfB, medium LG, medium 

SNA, reagen Salkowski,  NaCl, NAOH, L-tryptophan, AIA   sintesis, media MR-VP, 

Media NA, Media Tryptone Broth, Aquadest, dan Kurva Standar Etilen.  

 Bakteri penambat nitrogen yang diisolasi dengan menggunakan medium selektif. 

Medium Seleksi Azotobacter yaitu Medium LG, Medium seleksi Azospirillum sp. yaitu 

NfB (Nitrogen Free Bromtimol Blue), Medium pertumbuhan Actinomycetes sp. yaitu SNA 

(Starch Nitrate Agar). Bakteri penambat nitrogen yang telah tumbuh pada medium selektif 

masing-masing akan digores pada medium NfB dengan menggunakan metode penggoresan 

Kuadran. Koloni bakteri akan dimurnikan pada media yang sama dengan menggunakan 

metode streak plate. Kegiatan ini diulang minimal 4 kali sampai didapatkan koloni yang 

terpisah dan menampakkan morfologi koloni yang seragam baik warna, ukuran maupun 

bentuknya (Kaburuan et al., 2014).  Kemudian ditumbuhkan pada medium NfB semi padat 

untuk diamati pembentukan pelikelnya yang terletak sekitar 5 mm dari permukaan medium 

NfB semi padat. 

  Pengujian Hormon AIA menggunakan medium NB 50 ml lalu ditambahkan L-

tryptophan 200 ppm (200 µg/ml). Menginokulasikan isolat terpilih ke dalam medium 

kemudian kultur diinkubasi dan dishaker dengan kecepatan 130 rpm pada suhu 26˚C atau 

suhu ruang selama 48 jam. Kultur yang telah diinkubasi diambil sebanyak 5 ml dan 

disentrifug pada kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya mengambil supernatan 

sebanyak 1 ml dan dicampur dengan 2 ml reagen Salkowski. Hasil campuran larutan 

tersebut didiamkan selama 30 menit dalam ruangan gelap. Pengamatan perubahan warna 

larutan menjadi pink hingga merah dilakukan untuk uji kualitatif isolat sedangkan uji 

kuantitatif dilakukan dengan mengukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer 

pada panjang gelombang 530 nm. Pembuatan kurva standar dimulai dengan melarutkan 

0,01 g AIA ke dalam 100 ml aquades (100 ppm). Kemudian membuat larutan standar AIA 

konsentrasi 1, 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40 dan 45 ppm. Pada larutan standar masing-masing 

yang berisi 1 ml ditambahkan 2 ml reagen Salkowski dikocok larutan lalu diinkubasi 

selama 25 menit. Untuk blanko spektofotemeter menggunakan 1 ml aquadest lalu 

ditambahkan 2 ml reagen Salkowski dikocok lalu diinkubasi selama 25 menit. Nilai 

absorbansi terkoreksi merupakan nilai absorbansi larutan standar yang telah dikurangi 

dengan nilai absorbansi blanko. Kurva standar menyatakan hubungan konsentrasi AIA (X) 

dan absorbansi terkoreksi (Y) dengan menggunakan persamaan regresi Y = a + bX. 

Karakterisasi bakteri berdasarkan morfologi sel (Pewarnaan Gram), Pengamatan koloni 

(bentuk, warna, margin, sifat koloni, tekstur) dan pengujian Biokimia (iMViC dan 

motilitas).  

 

 



Prosiding Seminar Nasional Biologi FMIPA UNM    
Menjadi Peneliti dan Pendidik Penggerak Bidang Biologi di Era  Merdeka Belajar  Makassar, 23 Juli 2022 

 

337 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Hasil isolasi bakteri rizosfer tanaman Mimba (Azadirachta indica A.Juss) yang 

didapatkan 9 isolat bakteri yang diisolasi dari masing-masing medium selektif. Isolat-isolat 

bakteri tersebut kemudian diseleksi kembali dengan ditumbuhkan dalam medium selektif 

NfB semi padat. Berdasarkan hasil penelitian, diantara keseluruhan isolat hanya 5 isolat 

yang dapat menghasilkan pelikel (cincin putih) pada permukaan medium NfB semi padat. 

Keseluruhan bakteri penambat nitrogen dapat dilihat pada Tabel 1.  

 

Tabel 1. Karakteristik koloni isolasi bakteri yang positif membentuk pelikel asal 

rizosfer tanamam Mimba (Azadirachta indica A. Juss). 

Kode 

Isolat 

Karakteristik Koloni Media 

Bentuk Elevansi Tepi Warna Tekstur 

RMA1 Bulat Convex Rata 

Putih 

Kekuningan 

 

Berlendir NfB 

RMB1 Bulat 

Low 

Convex 

 

Rata 
Putih Bening 

 
Berlendir NfB 

RMA2 Bulat Convex Rata 
Putih Bening 

 
Berlendir LG 

RMB4 Bulat 
Low 

Convex 
Rata Putih Bening Berlendir LG 

RMB7 Irregular Flat Bergelombang Putih Gading Berkapur SNA 
Keterangan Isolat : RM = Rizosfer Mimba, A = Sampel Lokasi pertama, B = Sampel Lokasi 

kedua, 1 = Isolat pertama dst.  

 

Kemampuan Penambat N 

 Bakteri yang sudah diseleksi  kemudian diamati potensi penambat N berdasarkan 

ketebalan pembentukan pelikel pada medium NfB semi padat yang disajikan pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Isolat bakteri yang memiliki kemampuan penambat N tinggi berdasarkan 

ketebalan pelikel. 

Kode Isolat Medium  Potensi Penambat N 

RMA1 NfB semi padat +++ 

RMB1 NfB semi padat +++ 

RMA2 NfB semi padat +++ 

RMB4 NfB semi padat ++ 

RMB7 NfB semi padat ++ 

  

Uji Bakteri Penghasil Hormon AIA 

 Uji hormon AIA dilakukan terhadap isolat bakteri penambat nitrogen yang positif 

dapat menghasilkan pelikel pada uji yang telah dilakukan sebelumnya. Isolat bakteri 

kemudian di tumbuhkan pada medium NB+tryptophan lalu diujikan dengan metode 

spektrofotometri yang disajikan pada Tabel 3. 
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Tabel 3. Hasil pengukuran konsentrasi AIA pada isolat bakteri penambat nitrogen 

dari rizosfer tanaman Mimba (Azadirachta indica). 

Kode Isolat Konsentrasi AIA (ppm) 

RMA1 14,42 

RMB1 14,64 

RMA2 14,01 

RMB4 15,11 

RMB7 15,15 

Kontrol 0 

  

Karakterisasi Bakteri 

1. Pewarnaan Gram 

 Pewarnaan gram dilakukan dengan menggunakan 4 reagen pewarna. Keseluruhan 

pewarnaan isolat terpilih dapat dilihat pada Tabel 4. 

 

Tabel 4. Karakteristik isolat bakteri penambat nitrogen yang dilakukan pengamatan 

mikroskopik dengan pewarnaan gram 

Kode isolat Bentuk Sel Gram 

RMA1 Basil Negatif 

RMB1 Basil Negatif 

RMA2 Basil Negatif 

RMB4 Basil Negatif 

RMB7 Basil Positif 

Eschericia coli (Kontrol) Basil Negatif 

Bacillus sp (Kontrol) Basil Positif 

 

Pengujian Biokimia 

Pengujian biokimia dilakukan dengan menggunakan berbagai macam medium. Data 

pengujian biokimia dapat dilihat pada Tabel 5.  

 

Tabel 5. Hasil karakterisasi isolat bakteri penambat nitrogen secara biokimia 

Kode Isolat Indol MR VP Citrat Motil 

RMA1 - - - - + 

RMB1 - - - + + 

RMA2 - - - - + 

RMB4 - - - + + 

RMB7 - - - - - 
Keterangan : (+) = Hasil Positif, (-) = Hasil Negatif 

 

Isolasi mikroba adalah proses memisahkan mikroba satu dari mikroba lain yang 

berasal dari campuran berbagai mikroba untuk dapat mempelajari sifat biakan, morfologi 

dan sifat mikroba lainnya (Puspitasari et al., 2012). Isolasi Azospirillum menggunakan 

media NfB dimana media ini merupakan media seleksi azospirillum hal ini sesuai dengan 

pernyataan Rasti et al. (2007) yang menyatakan bahwa Azospirillum dapat diisolasi dengan 

menggunakan medium NfB dengan beberapa perlakuan. Isolasi  Azotobacter dilakukan 
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dengan menggunakan medium LG  hal ini sesuai dengan pernyataan Pathil et al. (2020) 

yang menyatakan bahwa utnuk mengisolasi spesies Azotobacter dapat menggunakan 

medium LG. Sedangkan untuk mengisolasi Actinomycetes menggunakan media SNA 

(Soluble Nitrate Agar) sesuai penelitian yang dilakukan Ali dan Rante (2011) yang 

menggunakan media SNA untuk mengisolasi Actinomycetes.  

Hasil isolasi didapatkan bakteri terduga Azospirillum sebanyak 3 isolat, tetapi hanya 

dua isolat saja yang dapat membentuk pelikel pada permukaan medium NfB semi padat 

yaitu isolat dengan kode RMA1 dan RMB1 yang memiliki ciri koloni bentuk bulat, tepi 

rata dan tekstur berlendir sedangkan isolat RMA1 elevansi koloni convex serta warna 

koloni putih kekuningan. Isolat dengan kode RMB1 elevansi low convex dan warna koloni 

putih bening.  

Isolat terduga Azotobacter  didapatkan sebanyak 4 isolat dan hanya 2 isolat yang positif 

menghasilkan pelikel yaitu isolat RMA2 dan RMA4 dengan karakteristik koloni berbentuk 

bulat, tepi rata, tekstur berlending, berwarna putih bening tetapi berbeda dari segi 

elevansinya dimana isolat RMA2 convex sedangkan RMA4 elevansinya low convex. 

Sedangkan untuk isolat terduga Actinomycetes didapatkan sebanyak 2 isolat tetapi hanya 1 

yang positif membentuk pelikel yaitu isolat RMB7 yang bentuk koloninya irregular, 

elevansi flat, tepi bergelombang, berwarna putih gading serta tekstur berkapur.  

Hasil seleksi bakteri dari rizosfer tanaman Mimba ditemukan 5 isolat koloni bakteri 

yang diduga sebagai bakteri penambat nitrogen. Hal ini dikarenakan isolat ditumbuhkan 

dalam medium NfB dimana medium ini tidak mengandung unsur nitrogen pada 

komposisinya sehingga bakteri yang dapat tumbuh dalam medium hanya bakteri yang 

dapat memfiksasi nitrogen bebas (Santoso et al., 2019). Isolat yang diinokulasikan pada 

medium NfB ditandai dengan tumbuhnya pelikel putih (cincin putih) pada permukaan 

medium dan berubahnya pH medium menjadi lebih basa dilihat dari berubahnya warna 

medium yang semula berwarna hijau menjadi kebiruan hal ini terjadi karena adanya proses 

alkalinisasi yaitu terjadinya oksidasi pada medium yang mengandung malat (Susilowati et 

al., 2007). Aktivitas nitrogenase yang baik dilihat dari terbentuknya pelikel pada medium.  

Hal ini disebabkan di dalam medium tidak ada kelebihan oksigen, laju difusi oksigen sama 

dengan laju respirasi organisme (Susilowati et al., 2007).  

 

Kemampuan Penambat N 

Aktivitas penambat nitrogen adalah kemampuan bakteri dalam menambat menambat 

nitrogen bebas di udara dan mengubahnya dalam bentuk ammonium sehingga dapat 

membantu pertumbuhan tanaman. Potensi penambatan nitrogen oleh bakteri dapat 

diketahui dengan terbentuknya pelikel (cincin putih) pada permukaan medium NfB semi 

padat. Pelikel yang terletak sekitar 5 mm dari permukaan media semi padat kemudian akan 

berpindah ke permukaan ketika nitrogen di dalam sel sudah terakumulasi. Hasil penelitian 

diketahui isolat bakteri dengan kode RMA1, RMB1, dan RMA2 diketahui menghasilkan 

pelikel yang cukup tebal pada permukaan medium dibandingkan dengan isolat dengan 

kode RMB4 dan RMB7. Berdasarkan tingkat ketebalan pelikel ini, dapat disimpulkan 

bahwa ketiga isolat diatas memiliki kemampuan penambatan yang lebih tinggi 

dibandingkan dua isolat lainnya. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Susilowati dan Setyowati (2016) menyatakan bahwa aktivitas nitrogenase mendapatkan 

hasil tertinggi berbanding lurus dengan tingkat ketebalan pelikel yang dihasilkan isolat 

bakteri pada media NfB semi padat. Makin tebal pelikel yang dihasilkan oleh isolat, maka 

makin tinggi juga kemampuan aktivitas nitrogenasenya. Semakin tinggi kemampuan 

nitrogenase maka jumlah nitrogen yang bisa ditambat oleh bakteri saat berada di 
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lingkungan akan semakin tinggi pula.  Dan didukung oleh hasil penelitian yang dilakukan 

oleh Tarigan dan Elimasni (2013) dimana kemampuan aktivitas nitrogenase dengan 

menggunakan metode ARA tertinggi didapatkan dari isolat yang menghasilkan pelikel 

yang tebal di permukaan medium. 

Uji Bakteri Penghasil Hormon AIA 

Indole-3-Acetic Acid (AIA) adalah salah satu hormon  yang berfungsi untuk memacu 

pertumbuhan sepanjang sumbu longitudinal. Hormon ini dapat meningkatkan pembesaran 

sel yang berlangsung ke segala arah secara isodiametric, auksin juga berperan dalam 

pembelahan dan pembentangan sel.  

Hasil produksi hormon AIA yaitu isolat RMA1 sebesar 14,42 ppm. Isolat RMB1 

sebesar 14,64 ppm. Isolat RMA2 menghasilkan konsentrasi sebesar 15,11 ppm. Isolat 

bakteri dengan kode RMB7 memiliki konsentrasi AIA tertinggi diantara isolat yang lain 

sebesar 15.15 ppm. Sedangkan konsentrasi terendah yaitu 14.01 ppm isolat RMB4 dengan 

masa inkubasi yang sama selama 48 jam. Waktu inkubasi terbaik untuk perhitungan 

hormon AIA yaitu inkubasi selama 48 jam sampai 72 jam pada saat bakteri memasuki fase 

stasioner. Produksi AIA akan meningkat pada saat kondisi pertumbuhan menurun, 

ketersediaan karbon yang terbatas dan dalam kondisi lingkungan pH asam. Kondisi 

tersebut terjadi pada saat bakteri memasuki fase stasioner (Dewi, 2015).   

Biosintesis AIA oleh bakteri, dapat ditingkatkan dengan penambahan L-tryptofan 

sebagai prekursor ke dalam media tumbuh bakteri (Chaiharn dan Lumyong, 2011). 

Konsentrasi penambahan trytophan sebagai prekursor sintesis auksin juga berpengaruh 

terhadap jumlah nitrogen total dan produksi auksin. Pada penelitian ini analisis dilakukan 

menggunakan L-trytophan sebanyak 200 ppm. Hasil penelitian didapatkan hormon AIA 

tertinggi yaitu 15,15 ppm oleh isolat RMB7. Konsentrasi AIA dalam penelitian ini lebih 

tinggi dibandingkan penelitian yang dilakukan A’ini (2013) yang menghasilkan AIA 

terbesar oleh isolat A4.01 yaitu 9,9 ppm. Penelitian Widawati dan Suliasih (2019) 

menghasilkan AIA sebesar 0,46 ppm untuk isolat Azopirillum sp, konsentrasi 0,33 ppm 

untuk Azotobacter chroococcum, dan isolat Azotobacter paspalii sebesar 3,99 ppm dengan 

waktu inkubasi yang sama selama 48 jam dan pemberian L-trytophan 200 ppm. Tetapi 

lebih rendah dibandingkan penelitian yang dilakukan oleh Sukmadewi et al. (2015) yang 

menghasilkan hormon AIA tertinggi yaitu 32,84 ppm dengan konsentrasi L-trytophan 200 

ppm. Menurut Danapriatna (2014) semakin tinggi konsentrasi trytophan yang di berikan 

semakin tinggi juga hasil produksi AIA. Dapat dilihat pada penelitian yang dilakukan oleh 

Anggraini et al. (2018) yang menyatakan bahwa produksi hormon AIA dengan 

penambahan trytophan sebesar 500 ppm menghasilkan AIA sebesar 37,70 ppm pada hari 

inkubasi 5 hari. Sedangkan penelitian yang dilakukan Hartono et all (2016) dengan 

penambahan tryptophan 1000 ppm menghasilkan AIA tertinggi sebesar 41,3 ppm dengan 

masa inkubasi selama 6 hari. 

Karakterisasi Bakteri 

1. Isolat RMA1 

 Isolat RMA1 berdasarkan hasil pewarnaan gram diketahui merupakan bakteri gram 

negatif. Pengujian Biokimia isolate RMA1 untuk tidak memiliki enzim triptofanase 

sehingga negatif uji indol, tidak dapat memfermentasikan metil glikon dan glukosa pada 

uji MR-VP serta tidak dapat menggunakan citrate sebagai sumber karbon dan bersifat 

positif pada uji motilitas yang artinya isolate ini memiliki alat gerak. Hal ini sesuai dengan 

penelitian sebelumnya bahwa bakteri Azospirillum  sp. negatif uji Indol, MR-VP, dan 
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beberapa jenis negatif uji Citrat dan bersifat motil (Santoso et al. 2019 ; Usha dan 

Kanimozhi 2011 ; dan Pedraza et al. 2020). 

2. Isolat RMB1 

 Isolat RMB1 hasil pewarnaan gram merupakan bakteri gram negatif. Isolate ini 

memiliki ciri fisiologis negatif untuk uji ndol, MR-VP dan positif pada uji citrate dan motil 

hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa Azospirillum  sp. 

negatif uji Indol, MR-VP, dan beberapa jenis positif uji Citrat dan bersifat motil (Santoso 

et al. 2019 ; Usha dan Kanimozhi 2011 ; dan Pedraza et al. 2020). 

3. Isolat RMA2 

 Isolat RMA2 hasil pewarnaan gramnya merupakan bakteri gram negatif. 

Berdasarkan pengujian Biokimia isolat RMA2 bersifat negatif uji Indol, MR-VP, Citrat 

dan positif uji motil. Hasil pengujjian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang 

menyatakan bahwa bakteri Azotobacter sp. bersifat negatif untuk uji Indol, MR-VP, citrate 

dan positif memiliki alat gerak (Santoso et al. 2019 ; Painkra et al. 2019 ; Naz et al. 2012 ; 

Samal et al. 2020 dan Patil et al. 2020).  

4. Isolat RMB4 

 Isolat RMB4 berdasarkan hasil pewarnaan gram merupakan bakteri gram negatif. 

Isolate ini memiliki ciri fisiologis negatif untuk uji ndol, uji MR-VP dan positif uji citrate 

dan motil hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa bakteri 

Azotobacter sp. negatif uji Indol, MR-VP, dan beberapa jenis positif uji Citrat dan bersifat 

motil (Santoso et al. 2019 ; Painkra et al. 2019 ; Naz et al. 2012 ; Samal et al., 2020) dan 

Patil et al. 2020). 

5. Isolat RMB7 

 Isolat RMB4 merupakan bakteri gram positif berbentuk basil. Isolat ini memiliki ciri 

fisiologis negatif untuk semua uji yaitu Indol, uji MR-VP dan citrate dan motil hal ini 

sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa bakteri Actinomycetes sp. 

memiliki ciri-ciri yaitu bersifat negatif untuk uji yaitu Indol, uji MR-VP, citrate, gas, H2S 

dan nonmotil sedangkan positif uji katalase, oksidasi, urease dan hydrogen sulfide (Lestari 

et al. 2019) ; Gopalakrishnan et al. 2020) ; Kathiravan et al. 2016).  

 

KESIMPULAN 

 Bakteri penambat nitrogen yang diisolasi dari rizosfer tanaman memiliki kemampuan 

penambatan nitrogen yang baik tetapi memiliki kemampuan yang berbeda-beda untuk 

pembentukan pelikel serta menghasilkan hormon AIA yang tinggi berkisar 14,01 hingga 

15,15 ppm. Berdasarkan hasil penelitian diketahui isolate dengan kode RMB1 

menghasilkan pelikel yang tebal dibandingkan isolate yang lain dan juga menghasilkan 

hormon AIA yang cukup tinggi sehingga diharapkan ketika isolate bakteri ini digunakan 

sebagai inokulum pupuk hayati dapat membantu pertumbuhan tanaman pada lahan kering.  
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